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【研究目的】細胞はゲノムの恒常性のために、分裂時に正確な DNA 複製や染色体分配を行う必要がある。し
かし、細胞は細胞内外に存在する DNA 損傷因子により常に危険な状態にさらされている。そのため DNA 損傷
や複製ミスが生じた際に細胞周期を一旦停止させ、DNA 修復を行う細胞周期チェックポイントは重要な役割
を担っている。ヒトの細胞周期チェックポイントには主に二経路があり、DNA 二重鎖切断が起きると
ATM-Chk2-p53 の経路が、DNA 複製阻害や DNA 損傷が起きると ATR-Chk1-Cdc25A の経路が活性化する。がん細
胞は ATR-Chk1-Cdc25A 経路に依存することから、この経路の分子標的薬が放射線治療や抗がん剤の亢進剤と
して注目されている。また近年、温度感受性変異株を用いることで、選択性の高い薬剤を効率的にスクリー
ニングできることが示された。そこで本研究ではこの 2 つの知見を融合させ、ヒト ATR のホモログである分
裂酵母 Rad3 の制御薬剤を Rad3 の温度感受性株(以下 rad3ts株)を用いて薬剤スクリーニングを行うことを目
的とする。よりハイスループットなスクリーニングを行うために、分裂酵母の薬剤排出機構に関与する遺伝
子を欠損させた MDR-supML 株を利用したスクリーニング条件の探索を行う。	 
また複製チェックポイントで重要なメディエーターとして機能している分裂酵母Mrc1の S期特異的発現機構
にも注目した。細胞周期特異的に発現するタンパク質の多くは E3 リガーゼの一つである
SCF(Skp1/Cullin/F-box)複合体や APC(anaphase	 promoting	 complex)複合体依存的なユビキチン/プロテアソ
ーム系による分解を受けている。特に G1/S 期では SCF 複合体による分解制御を受けることが知られている。
先行研究により Mrc1 は F-box タンパク質の一つである Pof11 依存的にユビキチン化をし、プロテアソーム系
により分解されることが示された。また Mrc1 の 860、864 番目の Ser を Ala に置換することで、Mrc1 タンパ
ク質が蓄積することが示された。そこで本研究では、細胞周期における Mrc1S860のリン酸化の変動を検証し、
リン酸化を受ける Mrc1 の分解制御機構を明らかにすることを目的とする。	 
	 
【実験方法】①ATR の制御薬剤探索の先行研究において、複製阻害剤である HU(Hydroxyurea)存在下、28℃で
阻止円の比較によるスクリーニングの確立に成功した。しかし、阻止円の比較はハイスループットな方法で
は無い。そこで細胞をマイクロプレートで培養し、増殖率を比較する方法で、阻止円比較時と同じ傾向を得
た。分裂酵母の薬剤耐性を低下させるため、当研究室で PCR を用いたエピトープタギング法により MDR-supML
株と rad3ts株の両方の性質を持つ株(以下両性質株)を作製した。HU存在で両性質株の温度感受性を評価した。
既存の Rad3 阻害剤である caffeine、wortmannin 及び既存の ATR 阻害剤である VE821 に対する阻止円比較及
び増殖率比較を行った。②Mrc1 の先行研究において Mrc1S860 のリン酸化認識抗体の特異性を確認した。細胞
周期における Mrc1S860 のリン酸化の変動を確認するため、Mrc1 の量が野生株に比べて増加する特徴を持つΔ
pof11 株を細胞周期同調後、サンプリングを行い、Mrc1 のタンパク質量及び Mrc1S860のリン酸化の変動を検証
した。	 
	 
【実験結果と考察】①両性質株は HU の存在下で温度感受性を示した。HU の存在下で caffeine に対して、両
性質株は MDR-supML 株と比べ、増殖率及び生存率の低下が見られ、VE821 に対しては増殖率のみ低下が見ら
れた。これらのことより、両性質株を用いたスクリーニングは rad3ts株よりも少ない薬剤濃度で生存率や増
殖率の差を顕著に確認でき、よりハイスループットなスクリーニングが可能になると考えられる。②Δpof11
株の細胞周期における Mrc1S860のリン酸化を検証した結果、S 期初期から中期にかけて脱リン酸化し、S 期後
期に再びリン酸化する傾向が見られた。このことより Mrc1 の Pof11 依存的な分解制御は S 期後期に関与する
ことが示唆された。	 
